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Abstract of WO 02078677 (A1) 

The invention concerns an aqueous suspension, stable in physiological medium, of nanoparticles for 
delivering active principles for example insulin. Said delivering particles are based on a three-blocl< 
copolymer: polyethylene glycol/hydrophilic polyaminoacid/hydrophobic poiyaminoacid. Said three-blocl< 
copolymer particles can be associated with an active principle without denaturing it, and perform a 
controlled and long-term release of said active principle in vivo, thereby providing the active principle 
with very prolonged release. The invention also concerns the powder-form solid from which are derived 
the delivering particles and the preparation of said powder-form solid and said suspension of delivering 
particles based on three-block copolymer. The invention further concerns pharmaceutical specialities 
obtainable from said delivering particles filled with active principle. 
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j (54) Title: COLLOIDAL SUSPENSION OF NANOPARTICLES BASED ON AN AMPHIPHILIC COPOLYMER 
I (54) Titre : SUSPENSION COLLOIDALE DE NANOPARTTCULES A BASE D'UN COPOLYMERE AMPHIPHILE 



(57) Abstract: The invention concerns an aqueous suspension, stable in physiological medium, of nanoparticles for delivering active 
principles for example insulin. Said delivering particles are based on a three-block copolymer: polyethylene glycol/hydi-ophilic 
polyaminoacid/hydrophobic polyaminoacid. Said three-block copolymer particles can be associated with an active principle without 
denaturing it, and perform a controlled and long-term release of said active principle in vivo, thereby providing the active principle 
with very prolonged release. The invention also concerns the powder-form solid from which are derived the delivering particles and 
the preparation of said powder-form sohd and said suspension of delivering particles based on three-block copolymer. The invention 
further concerns pharmaceutical spcciahtics obtainable from said delivering particles filled with active principle. 



(57) Abr£g£ : L' invention conceme une suspension aquousc, stable en mihcu physiologiquo, de nanoparticules do vc 
de principes actife PA (par ex.insuline). Ces PV sent a base d'un copolymere tribloc: PolyEthylene-Glycol/polyaminoacide hydro- 
phile/ polyaminoacide hydrophobe. Ces particules de copolymere tribloc peuvent s'associer a un PA sans le denaturer, puis relarguer 
ce PA in vivo de facon controlee et pendant une tres longue duree. Cela assure done au PA une duree d'action tres prolongee.U in- 
vention vise, egalement, le solide pulverulent a partir duquel sont issues les PV ainsi que la preparation de ce solide pulverulent et 
de cette suspension de PV a base dc copolymere tribloc. L'invcntion conceme les spccialitcs pharmaccutiqucs susccpti-bles d'etre 
oblenues a partir de ces particules de veclori-sation chargees en principe aclif. 
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SUSPENSION COLLOIDALE DE NANOPARTICUIiES A BASE DE COPOLYMERS 
AMFHIFHILE, POUR LA VECTORISATION DE PRINCIPES ACTIFS 

Le domaine de la presente invenhion est celui des 
5 Nanoparticules de Vectorisation (PV) , utiles pour 
1' administration de principes actifs (PA) . Ces derniers sont, 
de preference, des medicaments ou des nutriments pour 
1' administration S. un organisms animal ou humain par voie orale 
ou nasale, vaginale, oculaire, sous-cutanee, intraveineuse, 
10 intramusculaire, intradermique, intraperitoneale, 

intracerebrale, etc. En termes de nature chimigue, les PA plus 
particuli^rement concernes par 1' invention sont hydrophiles, 
par exemple, des proteines, des glycoprot§ines , des peptides, 
des polysaccharides, des lipopolysaccharides, ou des 
15 polynucleotides . 

La presente invention concerns, plus pr^cisement, des 
suspensions colloidales de Nanoparticules de Vectorisation 
(PV) , a base de blocs de polyaminoacides et polymeres 
hydrophiles du type PolyAlkyldne-Glycol (PAG) , de preference 
20 PolyEthyl^ne- Glycol (PEG) . 

La presente invention vise aussi bien des PV en tant que 
telles, que des systemes vecteurs de PA, constitues par des PV 
chargees en PA. 

La presente invention a egalement trait a des solides 
25 pulverulents comprenant ces PV. 

L' invention concerne, egalement, des precedes de 
preparation desdites suspensions colloidales de particules, 
chargees sn PA. 

L' association de PA avec des PV a notamment, pour but de 
30 modifier leur duree d' action et/ou de les acheminer au lieu du 
traitement et/ou augmenter la biodisponibilite desdits PA. De 
nombreuses techniques d' association ont deja ete proposees. De 
telles techniques visent, d'une part, a permettre le transport 
du PA jusqu'S son site d'action therapeutique, tout en le 
35 protegeant centre les agressions de 1' organisms (hydrolyse, 
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digestion enzymatique, etc.) et, d' autre part, a contrSler la 
liberation du PA sur son site d' action, afin de raaintenir la 
quantity disponible pour I'organisme au niveau desiri. Les PA 
concern§s par cea avatars de transport et de sejour dans 
5 I'organisme sont, par exemple, des prot^ines raais peuvent 6tre, 
Sgalement, des produits tout autre, des molecules organiques 
d'origine synthStique ou naturelle. La revue de M.J. HUMPHREY 
(Delivery system for peptide Drugs, ^dit^e par S. DAVIS et L. 
ILLUM, Plenum Press, N.Y. 1986), fait Stat de la problematique 
10 concernant 1' amelioration de la biodisponibilite des PA et 
l'inter§t des systSmes de vectorisation et de liberation 
contrSiee . 

En fait, on distingue deux types principaux de systSmes de 
vectorisation et de liberation contrSiee de PA, qui sont 
15 caracterises par le mode d' association du PA avec les PV, a 
savoir : 

■ 1' association par adsorption, illustrge par la figure 1 
annex§e , 

■ et 1' association par encapsulation (ou par enrobage) , 
20 illustree par la figure 2 annexge. 

L ' association du PA aux PV par adsorption spontanSe, est 
celle qui est concernee par la presente invention. 
Generalement, les techniques d' adsorption spontanea sont raoins 

25 agressives vis a vis des PA que les techniques d' association 
par encapsulation, dans lesquelles on a souvent recours a des 
solvents et/ou des tensioactif s, ainsi que des Stapes de 
precede (emulsif ication, evaporation, distillation) , propres a 
denaturer les PA, et en particulier les PA de nature 

30 proteique (preservation de la structure secondaire native), qui 
constituent la majorite des PA usuels visees. Dans le cas d'une 
association par adsorption, la liberation s'opSre par 
desorption. 

Au-del& des modes d' association/relargage du PA vis a vis 
35 des PV, les materiaux constitutifs des PV doivent presenter des 
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propri§t§s d' usage particuli§res . Finaleraent, le cahier des 
charges que I'on souhaite obtenir pour les PV est 
particulidrement exigeant et comprend, notamment, les 
specifications suivantes. 

1 La premiere specification rechercMe pour les PV est : 

o d'une part, que les PV s'associent ais€ment 
avec les PA pour former des systimes PV-PA qui 
permettent une liberation et une action 
prolongees du PA in vivo (par example , une 
duree d' action d'au moins 24 heures pour un 
PA = insuline) , 

o et d' autre part, que ces PV (charg^es ou non en 
PA) forment des suspensions aqueuses stables 
(par exemple au moins pendant plusieurs mois) , 
sans I'aide de solvant organique et/ou de 
tensioactif ; c ' est-i.-dire les PV se 
maintiennent en suspension et ne floculent pas. 

2 Les PV doivent itre constituees d'un (co)polymdre 
biocompatible, eliminable (par excretion) et/ou 
biodegradable rapidement en produits non toxiques pour 
1 ' organisme . 

3 II est egalement recherche que les PV aient une taille 
suf f isamment faible pour pouvoir subir, en suspension 
dans un liquide, une filtration sterilisante par un 
filtre dont le diamStre des pores est inferieur ou 
egal a 0,2 nm. 

4 II est souhaitable que les PV et les systemes PV-PA 
puissent §tre obtenus par un precede non d^naturant 
pour le PA. 

5 Les PV doivent, avantageusement , permettre de 
contr61er la vitesse de liberation du PA. 

6 Une autre specification importante est que les 
systdmes PV-PA puissent constituer d'excellents 
medicaments injectables. Cette aptitude amelioree de 
1' administration par injection -e.g. intraveineuse ou 
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intrarausculaire- « injectabilitS » se caract^rise 
par : 

(i) un volume injecte reduit (pour une dose 
th^rapeutigue donnge) , 

(ii) une viscosite faible. 

Ces deux proprietes sent satisf aites lorsque la dose 
th^rapeutique de PA est associee a une quantite 
minimale de PV. En d'autres termes, les PV doivent 
avoir un fort taux de chargement en PA. 

7 Le cout propre aux PV dans une preparation injectable 
doit §tre r§duit et 1^ encore il convient que les PV 
aient un fort taux de chargement en PA. En definitive, 
la faible taille et un fort taux de chargement sont 
des specifications majeures recherchies pour les PV. 

8 II est egalement avantageux que le polymere, 
constitutif des PV, n'induise pas de reponse 
immunitaire . 

9 Enfin, il est avantageux que les PV aient une dur^e de 
vie dans I'organisme au moins 6gale au temps de 
liberation recherch^e pour le PA. 

Les propositions techniques anterieures (a) a (g) , 
decrites infra, ont tente de satisfaire, en vain, a 1' ensemble 
de ces specifications. 

(a) Le brevet US-A-5 286 495 concerne un proced^ 
d' encapsulation par vaporisation de proteines en phase 
aqueuse, I'aide de matiriaux ayant des charges oppos§es, 
a savoir : 1' alginate (charge nggativement) et la 
polylysine (chargie positivement) . Ce proc^de de 
fabrication permet de produire des particules de taille 
supirieure & 35 jum. 

(b) Par ailleurs, les techniques d' Emulsion sont couramment 
utilisees pour pr6parer des microparticules chargeea de PA. 
Par exeraple, les demandes de brevets WO 91/06286, WO 
91/06287 et WO 89/08449 divulguent de telles techniques 
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d' emulsion dans lesquelles on a recours S des solvants 
organiques pour solubiliser des polymires, par exemple de 
type polylactique. Mais il s'est av§re que les solvants 
peuvent §tre dinaturants, notamment pour les PA peptidiques 
ou polypeptidiques . 

(c) On connait, egalement, des PV biocompatibles appelees 
proteinoides, decrites des 1970 par X. FOX et K. DOSE dans 
« Molecular Evolution and the origin of Life », Ed. Marcel 
DEKKER Inc (1977) . Ainsi, la demande de brevet WO 88/01213 
propose un systeme a base d'un melange de polypeptides 
synthetiques, dont la solubilite depend du pH. Pour obtenir 
les microparticules matricielles selon cette invention, ils 
solubilisent le mSlange de polypeptides, puis avec un 
changement de pH, ils provoquent la precipitation de 
particules proteinoides. Lorsque la precipitation 
s'effectue en presence d'un PA, celui-ci est encapsul^ dans 
la particule. 

(d) On raentionnera egalement, pour m^moire, le brevet US 
4 351 337 qui releve d'un domaine different de celui de la 
vectorisation de PA propre a 1' invention. Ce brevet 
divulgue des implants massiques fixes et localises k des 
endroits bien precis de I'organisme. Ces implants sont des 
tubes ou des capsules creuses de taille microscopiques (160 
lim et de longueur egale a 2 000 ^m) , constitues de 
copolyra^res de copoly (aminoacides) -e.g. poly(acide 
glutamique- leucine) ou poly (benzylglutamate-leucine) - 
obtenus par copolymgrisation de monomeres de N- 
carboxyanhydrides d' aminoacides (NCA) . L' inclusion d'un PA 
s'op^re par une technique d ' evaporation de solvant d'un 
melange de polym^re et de PA. Le brevet US 4 450 150 
appartient i la m@me famille que le brevet US 4 351 337 
itudie ci-dessus et a essentiellement le mime objet. Les 
PAA constitutifs sont des poly(acide glutamique- 
gthylglutamate) . 
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La demande de brevet PCT/FR WO 97/02810 divulgue une 
composition pour la liberation contr61ee de principes 
actifs, comprenant une plurality de particules lamellaires 
d'un polymere biodegradable, au moins en partie cristallin 
(polym^re d'acide lactique) et d'un PA adsorb^ sur lesdites 
particules. Dans ce cas, la liberation du principe actif 
s' opera par d^sorption. 

La demande PCT WO 96/29991 a pour objet des particules de 
polyaminoacides utiles pour la vectorisation de PA tels que 
I'insuline. Ces particules ont une taille comprise entre 10 
et 50 0 nm. 

Les particules selon le WO 95/2 9991 se forment spontanement 
par mise en contact de PAA avec une solution aqueuse. Les 
PAA comprennent un bloc hydrophobe forme par des monomeres 
aminoacides neutres et hydrophobes AAO (polyLeu) et un bloc 
hydrophile formi par des monomeres ionisables et 
hydrophiles AAI (polyGlu) . 

L'EP 0 583 955 divulgue des micelles polymgre capables de 
pi6ger physiquement des PA hydrophobes. Ces micelles sont 
constituSs par des copolymSres bloc comportant un bloc 
hydrophile constitug par du PolyEthyleneGlycol (PEG) et ion 
bloc hydrophobe constitue par un PolyAminoAcide, par 
exemple : PEG/polyAAMO (AANO = Amino-Acide Neutre 
hydrophobe) . 

L'AANO peut etre : Leu, Val, Phe, Bz-O-Glu, Bz-O-Asp, ce 
dernier etant prefere. Les principes actifs PA hydrophobes 
pieges dans ces micelles PEG/polyAANO sont e.g. : 
adriamycine, indoraithacine, daunomycine, methotrexate, 
mitomycine . 

Dans cette demande de brevet, seuls sont exemplifies les 
micelles & base de PEG/polyGlu-O-Bz . Or, il est a noter que 
ces esters Glu-O-Bz ne sont pas stables a I'hydrolyse en 
milieu aqueux. En outre, I'hydrolyse enzymatique de ces 
produits forme des derives non naturels du benzSne 
potentiellement toxique. Par ailleurs, il n'est nullement 
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question dans ce document de particules constitutes par un 
copolym^re bloc PEG/polyAANO , dont le coeur est forme par 
le polyamino acide neutre hydrophobe et coraprenant une 
chevelure externe hydrophile & base de PEG, ces particules 
5 etant aptes Sl s'associer avec des PA hydrophiles et a les 

libtrer in vivo. 

On sait par ailleurs que les PEG ne sont pas biodegradables 
et sont meme susceptibles de proteger des PV d'une degradation 
10 enzymatique, nuisant ainsi a la biodegradabilitt in vivo des 
PV, I'une des caracteristiques essentielles recherchees dans le 
cadre de la prgsente invention. 

II ressort done de ce qui precede que les propositions 
15 techniques antirieures susdtcrites satisfont incomplitement aux 
specifications du cahier des charges indiqu^ supra, et, en 
particulier les specifications 1 (dur^e de liberation et 
d' action in vivo prolongSe et stability en suspension aqueuse 
des PV) , 2 (biodegradabilitg) , 4 (obtention non denaturante) , 5 
20 (contrSle vitesse liberation) , 8 (absence de reponse 
immunitaire) . 

Dans cet etat de fait, I'un des objectifs essentiels est 
de pouvoir fournir de nouvelles PV (du type 

25 adsorption/desorption) qui ferment spontanement , et sans I'aide 
de tensioactifs ni de solvants organiques, des suspensions 
aqueuses stables de PV et adapttes & la vectorisation de PA 
(notamment des proteines telles que I'insuline), et surtout qui 
permettent d'augmenter aignif icativement la duree de liberation 

30 et d' action in vivo du PA, par rapport aux systgmes de 
vectorisation connus dans I'art anterieur et presentSs ci- 
dessus (a-g, vide supra) . 

Un autre objectif essentiel de la presente invention est 
de fournir de nouvelles PV en suspension aqueuse colloidale 

35 stable (notamment a 1 'hydrolyse) ou sous forme pulv^rulente et & 
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base de copolymeres bloc PolyAlkyleneGlycol (PAG)/ 
poly (aminoac ides) (PAA) , ces nouvelles PV se devant de 
satisfaire au mieux aiax specifications 1 a 9 du cahier des 
charges susvise. 

5 Un autre objectif essentiel de 1' invention est de 

perfect ionner les particules divulguSes dans la demande 
EP 0 583 955. 

Un autre objectif essentiel de 1 ' invention est de foumir 
une suspension de PV, qui, bien que possedant une couronne 

10 exterieure de PEG, soit cependant facilement biodegradable. 

Un autre objectif essentiel de 1' invention est de fournir 
une suspension nouvelle de PV dont on tnaitrise parfaitement les 
caracteristigues, notamraent en termes du taux de chargement en 
PA et en termes de contr61e de cinetique de liberation du PA. 

15 Un autre objectif essentiel de 1' invention est de fournir 

des suspensions de PV medicamenteuses stables et adniinistrables 
a I'homme ou 1' animal, par voie orale ou parent^rale, par 
exemple . 

Un autre objectif essentiel de 1' invention est de fournir 

20 une suspension colloidale aqueuse ou un solide pulverulent 
comprenant des particules de vectorisation de principes actifs 
satisfaisant aux specifications vis§es ci-dessus et qui 
constitue une forme galenique appropriee et convenable pour une 
administration, par exemple orale, a I'homme ou 1' animal. 

25 Un autre objectif essentiel de 1' invention est de proposer 

un precede de preparation de particules (seches ou en 
suspension dans un liquide) de PAA utiles, notamment, comme 
vecteurs de principes actifs (notamment proteines telles que 
I'insuline), ledit procide se devant d'itre, plus simple k 

30 mettre en ceuvre, non d^naturant pour les principes actifs et 
devant en outre tou jours permettre une maitrise fine de la 
granulom^trie moyenne des particules obtenues. 

Un autre objectif essentiel de 1' invention est 
1' utilisation des susdites particules en suspension aqueuse ou 

35 sous forme solide pour la preparation de medicaments (e.g. 
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vaccins) , en particulier pour administration notatnment orale, 
nasale, vaginale, oculaire, sous-cutanee, intraveineuse, 
intra-musculaire, intradermique, intra-periton§ale, ou 
intra- cerebrals, les principes actifa hydrophiles de ces 
5 medicaments pouvant itre, notamment, des prot^ines, des 
glycoprotSines , des peptides, des polysaccharides, des 
lipopolysaccharides, des oligonucleotides et des 

polynucleotides . 

Un autre objectif de la presente invention est de fournir 

10 un medicament, du type systems a liberation prolongee de 
principes actifs, qui soit aise et economique a produire et qui 
soit, en outre, biocompatible et apte a assurer un trds haut 
niveau de biodisponibilite du PA. 

Un autre objectif essentiel de 1' invention est de fournir 

15 un systdme de vectorisation de vaccin, qui soit non immTinoggne 
intrinsequement et en combinaison avec un ou plusieurs 
antigines . 

Ces objectif s (parmi d'autres) sont atteints par la 
20 presente invention qui concerne, tout d'abord, une suspension 
colloidale de nanoparticules susceptiblea d'etre utilisees, 
notamment pour la vectorisation de principe(s) actif(s) (PA), 
ces particules etant des arrangements supramoieculaires 
individualises. Cette suspension a ceci de particulier, que 
25 lesdites particules : 

• sont a base d'au moins un copolyraire amphiphile 
comprenant : 

au moins un bloc de polymire(s) hydrophile (s) du type 
polyalkyleneglycol (PAG) , de preference polyethylene- 
30 glycol (PEG) ; 

^ et au moins un copolyaminoacide (s) (PAA) amphiphile 
lineaire(s), & enchainementa a-peptidiques ; 

• et sont aptes & s'assbcier en suspension colloidale a 
I'etat non dissous, avec au moins un PA et a liberer 
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celui-ci, notamment in vivo, de maniere prolongee et/ou 
retard6e . 

L'un des fondements inventifs de ces nouvelles particules 
5 de vectorieation PV, en suspension aqueuse colloidale stable ou 
k I'^tat de solide pulverulent, tient i la selection originale 
d'un copolymdre PAG/PAA amphiphile, par exemple un terpolymire 

bloc 

[polymere hydrophile/ polyaminoacide hydrophile /polyaminoacide 

10 hydrophobe] , 

permettant d'obtenir des particules de taille nanometrique (10- 
500nm) , qui forment une suspension colloidale aqueuse stable, 
tant vis a vis de I'hydrolyse que de la floculation, en 
1' absence de tensioactifs et/ou de solvants et qui puissent se 

15 lier a des PA par adsorption et liberer ces PA par desorption. 
Dans le cas de la presente invention, 1' adsorption se fait 
naturellement et spontan6ment lorsque les particules 
colloidales et le PA sont mis en contact dans un milieu aqueux. 
L' adsorption depend de la nature du support (PV) et la quantite 

20 de support accessible au PA. 

L'un des interets majeurs de la presente invention est 
qu'elle conduit a un systerae PV-PA ayant une duree d' action in 
vivo augraentee de maniere significative (par exemple de lOh 
lorsque PA = insuline) , par rapport aux systemes connus, et 

25 notamment par rapport au syst^me d^crit dans la demande de 
brevet WO 96/29991 et comprenant des PV poly (Glu) /polyLeu. 

Par ailleurs, le fait que les PV soient en partie 
constituees d'un polyaminoacide hydrophile off re I'avantage 
d'une possibilite ais^e de degradation des PV par hydrolyse 

30 enzymatique, ce qui facilite leur elimination de I'organisme. 

De pr6f4rence, les AminoAcides du (ou des) 
copolyaminoacide (s) (PAA) amphiphile (s) composant les 
particules sont d'au moins deux types : 

> un premier type comprenant au moins un AminoAcide 

35 hydrophile (AAI) ; 
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> un deuxieme type comprenant au moins un AminoAcide 
hydrophobe (AAO) . 

En pratique, le copolyaminoacide (s) (PAA) amphiphile (s) 
5 composant les particules comporte avantageusement au moins une 
sequence globalement hydrophile et au moins une sequence 
globalement hydrophobe . 

ConformSment k 1' invention, la structure des copolymdres 
amphiphiles et la nature des acides amines AAI et AAO, sont 
10 choisies de telle fagon que : 

• les chalnes de polymdres se structurent spontanement 

sous forme de particules (PV) de petite taille, 

• les particules forraent une suspension colloidale 
stable dans I'eau et en milieu physiologique, 

15 • les PV s'associent avec des proteines ou autres PA en 

milieu aqueux (en 1' absence de solvant organique 
et/ou de tensioactif ) , par un mecanisme spontani et 
non denaturant pour le PA, 

• les PV lib^rent les PA du complexe d' association PA- 
20 PV dans les conditions physiologiques, et plus 

precisement in vivo, avec des profils 
pharmacocinetique et pharmacodynamique idoines pour 
des utilisations a titre de medicaments; la 
cinetique de liberation est fonction de la nature du 
25 copolymere PAG/PAA (=PolyAAI/PolyAAO )precurseur 

des PV. 



Ainsi, en jouant sur la structure bloc particuli^re du 
copolymere, on peut contr61er les phenomines d' association et 
30 de liberation du PA sur le plan cinetique et quantitatif . 

La fraction hydrophobe polyAAO participe a I'agrigation 
des chaines polymires, ce qui est au coeur de la formation des 
PV. 

Suivant une modalite remarquable de 1' invention: 
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• 1' (ou les) aminoacide (s) hydrophlle (s) (AAl) , sont 
silectionne (s) dans le groupe comprenant : 

> les AminoAcides & chains (s) ionisable (s) , au moins 
partiellement ionises, de prgfgrence Glu et/ou Asp et 
leurs sels et/ou Lys; naturels et non-naturels 

> et leurs melanges ; 

• et l'(ou les) AminoAcide(s) hydrophobe ( s ) (AAO) , sont 
selectionne (s) dans le groupe comprenant : 

> les acides amines neutres naturels, avantageusement 
ceux du sous -groupe : Leu, lie, Val, Ala, Pro, Phe, et 
leurs melanges ; 

> des acides amines neutres, rares ou synthetigues , 
avantageusement ceux du sous -groupe : norleucine, 
norvaline et leurs melanges ; 

> des derives des acidea aminis polaires avantageusement 
ce\ix du sous -groupe : glutamate de mithyle, glutamate 
d'ithyle, aspartate de benzyle, N-acetyllysine et 
leurs melanges 

> et leurs melanges. 

Selon un pr§f6re de realisation de 1' invention, le 
copolyaminoacide (s) (PAA) amphiphile (s) composant le 
copolymere amphiphile constitutif des particules, prisente une 
structure "bloc" . 

Selon une variante, ce copolyaminoacide (s) (PAA) 
amphiphile (s) peut avoir une structure "statistique" (ou 
"al^atoire" ou "randomisee") , pour autant qu'il comporte 
toujours au moins une sequence globalement hydrophile et au 
moins un sequence globalement hydrophobe, qui lui conf^re son 
amphiphilie. 

Le PAA amphiphile "bloc" prefere comporte avantageusement: 
o au moins une sequence globalement hydrophile 
essentiellement constitute d ' aminoacides AAI, 
et ayant une longueur absolue superieure ou 
6gale a 5 monomdres AAI, de preference 
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supSrieure ou egale a 200 monomSres AAI, et 
plus prSfgrentiellement encore comprise entre 
10 et 50 monomdres AAI 
o et au moins une sequence globalement hydrophobe 
5 essentiellement constitute d'aminoacides AAO, 

ayant une longueur absolue superieure ou egale 
a 5 monomeres AAO, de preference superieure ou 
egale k 10 monomdres AAO, et plus 
pref erentiellement comprise entre 10 et 50 
10 monomeres AAO. 

S'agissant du PAG hydrophile - de preference le PEG -, il 
se prtsente avantageusement sous la forme d'un bloc dont la 
longueur absolue est superieure ou igale a 5 monomires, de 

15 preference comprise entre 5 et 120 monomeres, et plus 
pr6f erentiellement encore comprise entre 5 et 50 monomSres. II 
est a noter que les blocs de PAG (e.g. PEG) peuvent §tre des 
homopolymires ou des copolymdres, les homopolymSres Stant plus 
particuli&rement appreciSs. 

20 De maniere plus preferee encore, il est du merite de la 

demanderesse d' avoir choisi, a titre de materiau constitutif 
des PV, une classe particuliere de terpolymeres bloc : polym^re 
hydrophile/polyaminoacide hydrophlle/polyaminoacide hydrophobe, 
qui sont amphiphiles et charges. Cette amphiphilie permet 

25 d'obtenir des proprietes nouvelles et surprenantes et notamment 
celles evoqutes ci-dessus. Ainsi, les PV selon 1' invention 
forraent des suspensions aqueuses stables, en 1' absence de tout 
tensioactif et de tout solvant organique et a des pH 
physiologiques . De plus, grice au choix de la structure en 

30 tribloc, incorporant une sequence hydrophile S base d'acides 
amines entre la partie PAG et la partie hydrophobe, les PV sont 
facilement degradables in vivo par une reaction d'hydrolyse 
enzyraatique. C'est I'un des points cles du systeme terpolymere 
selon le mode pref ere de realisation de 1' invention. 
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En outre, les associations PV-PA se font spontan^ment et 
surtout permettent une liberation et done une action in vivo 
pendant de tris longues dur^es (par example, 30 heures et plus 
avec une proteine telle que I'insuline). Ainsi, le temps 
5 d' action du PA in vivo est suffisamment long pour augmenter 
signif icativement la couverture therapeutique et par suite 
amiliorer le confort du patient. 

Suivant un exemple de realisation concret de 1' invention, 
10 les particules sent constituees de chaines de copolymeres 
amphiphiles "triblocs lineaires" PEG/AAI/AAO, correspondant de 
preference & la formule suivante : 



Rl (0CH2CH2)m- 



-R2 



-(CO-CHNR^)!! (C0-CHNR6)y— R7 




15 dans laquelle : 
# Rl 



Rl = H, alkyle lineaire ou branche en C1-C20 
(substitug ou non) , aryle de preference benzyle 
(substitug ou non) ; 



20 



R2 = NH, CO-NH, CS-NH, R8-(CH2)t-R9 avec R8, R9 
choisi independamment parmi = OCO, OCONH, NHCO, 
NHCONH, CONH, COO, NH, CO; t = 1-6, [NHCH (Rl) CO-] x; 



R3 = radi( 



identiques ou differents le long de 



30 



25 



la chains et choisis parmi les groupements 
definissant des aminoacides hydrophiles, ionisables 
(naturals ou derives synthetiques) a savoir de 
preference les groupements {CH2) pCgH/jOM, (CH2)pC02M, 
(CH2)pN(HcRld)3X avec p > 1, de preference = 1 ou 2 ; 
a et b sont des valeurs comprise entre 0 et 3 et 
a+b = 3 ; X Stant de preference un anion chlorure, 
bromure, sulfate, nitrate, hydrogeno-phosphate, 
acetate, lactate ; 



R4 = radicaux identiques ou diffirents le long de 
la chalne et choisis parmi les groupements H, Me; 
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4 R5 = radicaux identiques ou differents le long de 
la chaine et choisis parmi les groupements 
definissant des aitiinoacides hydrophobes (naturals 
ou derives synth^tiques) i. savoir de preference les 
5 groupements H, Rl, (CHalqCsHs, (CH2)g CgHiORl, (CH2)q 

ORl, (CH2)q CO2RI, (CH2)gCON(Rl)2 ,avec q ^ 1, de 
preference = 1 ou 2; 
4 R6 = R4 ; 

4 R7 = H, RICO avec Rl tel que defini supra, alkyle 
10 lineaire ou branche en C1-C20 (substitue ou non) , 

aryle de preference benzyle (substitue ou non) , 
hydroxyalkyle en C-_-Cs , H, -(CH2)„0H, -(CH2)„C02M, - 
(CH2)„(CHR1)„0H, -(CH2)„NH2, - (CH2) yC6H40H, (CH2)yC0- 
N(R1)2; RIO = H, Me, (CHjlvOH., avec w, z et v > 1 
15 et M = metal ou cation, typiquement un mital 

alcalin comme Na, Li, K, ou NH4, RlgNHb ; 
4 m > 1 ; n > 3 . ; y > i 0 ; a+b = 4 . 

Conformement a 1' invention, le fait d' avoir una sequence 

20 hydrophile polyaminoacide (polyAAI ) dans le copolymire 
constitutif des PV, est une disposition particuliirement 
avantageuse en ce que cela ameiiore la biodSgradabilite des PV. 
Cette sequence PolyAAI est pr^f erablement disposee entre un 
bloc polymere hydrophile et une sequence hydrophobe 

25 polyaminoacide (polyAAO) . 

Les particules PV selon 1 ' invention ont une taille moyenne 
comprise entre 10 et 500 nm, de preference entre 10 et 200 nm. 
Au sens de 1' invention, on entend, par taille ou granulometrie 
moyenne, le diamdtre hydrodynamique raoyen. 

30 L'un des atouts de 1 ' invention est d'etre parvenu a un 

tr^s bon contrSle de la granulometrie moyenne des ces entites 
et de leur repartition granulometrique . Le contrSle de 
I'autoassociation des chaines de polym§re et done, de la taille 
PV, s'opdre par 1 ' intermediaire de la composition en 

35 polyaminoacides, mais aussi, pour une mSme composition, par le 
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choix d'une structure bloc et le precede d'cbtention. De cette 
maniere, la taille dee particules est extrimement faible, de 
1 ' ordre de guelques nanometres k quelques dizaines de 
nanometres . 

5 La suspension selon 1 ' invention est aqueuse et stable . 

La presente invention vise, non seulement des suspensions 
de particules nues, telles que definies ci-dessus, mais 
egalement des suspensions de particules comprenant au moins un 
principe actif PA. 
10 Ces particules, associees ou non avec un PA, sont, 

avantageusement, sous forme dispersee dans un liquide aqueux, 
mais peuvent Egalement etre a I'etat de solide pulverulent, 
obtenu & partir de la suspension de PV telle que d6finie ci- 
dessus . 

15 L' invention concerne, done, outre une suspension 

colloidale aqueuse de PV, un solide pulverulent comprenant des 
PV et obtenu a partir de la suspension selon 1' invention. 

Il est a noter que la nature de la distribution des 
groupements hydrophobes sur les chaines de polymdres est 

20 contr61able de par la voie de synthase choisie. A cet egard, il 
existe de nombreux schemas reactionnels conduisant aux 
polymdres selectionnes comme matiere premiere pour I'obtention 
des PV selon 1' invention. 

Conformement a 1' invention, on retient un mode particulier 

25 de preparation des PV et de la suspension de PV. 

Ainsi, un autre objet essentiel de 1' invention se rapporte 
a la preparation des particules silectionnees (telles que 
decrites ci-avant) , aussi bien sous forme de suspension 
colloidale que sous forme de solide pulverulent. Le precede de 

30 preparation consider^ consiste, essentiellement : 

* a synthetiser des copolymdres PAG/polyAAI/polyAAO 
precurseurs des PV et & les transformer en 
particules PV structurees ; 

* gventuellement a purifier les particules ainsi 
35 produites ; 
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* gventuellement & isoler ces particules, de 
preference par concentration, lyophilisation, 
filtration ou sichage. 

5 Plus pr^cisement, il s'agit, tout d'abord, d'un precede de 

preparation du solide pulvSrulent susvise et forme par de 
particules structurSes nanometriques susceptibles d'gtre 
utilis^es, notatnment pour la vectorisation de principe(s) 
actif(s), ces particules §tant des arrangements 
10 supramol^culaires individualists : 

• & base d'au mains un copolymere amphiphile comprenant : 

au moins une sequence hydrophobe de polyaminoacide (s) 
(PAA) liniaire{s), k enchalnements a-peptidigues, les 
aminoacides hydrophobes AAO constitutifs de ce bloc 

15 PAA etant identiques ou diff^rents entre eux ; 

^ an moins une sequence hydrophile de polyaminoacide (s) 
(PAA) lineaire(s), a enchainements a-peptidiques, les 
aminoacides hydrophobes AAI constitutifs de ce bloc 
PAA 6tant identiques ou diffirents entre eux ; 

20 ^ et au moins un bloc de polymere(s) hydrophile (s) du 

type polyalkyleneglycol (PAG) , de preference 
polyethylene-glycol (PEG) ; 

• aptes a s'associer en suspension colloidale i I'etat non 
dissous, au moins un PA et a liberer celui-ci, notamment 

25 in vivo, de maniere prolongee et/ou retardee . 

Ce precede est caracterise en ce que : 

1) on fait reagir au moins un bloc PAG comprenant au 
moins un monomere alkyl^ne -glycol, avec au moins une 
sequence hydrophile de PAA comprenant au moins un 

30 monomdre aminoacide AAI hydrophile et avec au moins 

une sequence hydrophobe de PAA comprenant au moins un 
monomSre aminoacide AAO hydrophobe, ce bloc de PAG et 
ces sequences comprenant chacun au moins une fonction 
reactive de fagon k obtenir un copolymere amphiphile 

35 "bloc" PAG/polyAAl/polyAAO ; 
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on transfere le copolyra^re amphiphile bloc 
PAG/polyAAl/polyAAO obtenu k I'itape 1, dans un milieu 
non-solvant de la (des) fraction (s) hydrophobe ( s ) du 
copolym^re amphiphile - de preference dans I'eau ce 
qui conduit ^ la formation epontan^e de particules de 
vectorisation (PV) ; 

gventuellement on dialyse le milieu reactionnel pour 
purifier la suspension aqueuse de particules 
structurees ; 

eventuelleraent on concentre cette suspension de 
I'etape 3 ; 

iventuellement on associe au moins un principe actif 
PA avec les particules de l'6tape 2, 3 ou 4 ; 
on ^limine le milieu liquide pour recueillir le solide 
pulvSrulent comprenant les particules chargees ou non. 



Au sens de 1' invention, 1' expression "non-solvant" signifie 
que les fractions du copolymire amphiphile considSre, ont par 
exemple une solubility infSrieure S lg/1, S 25 °C dans le milieu 
20 non-solvant considere. 

En fin d'etape 2, le milieu liquide ne forme pas une 
solution homogene, mais se separe en une phase dispers^e (PV) 
et une phase pauvre en copolymere amphiphile "bloc" . 

Les fonctions reactives du (ou des) bloc(s) PAG et des 
25 sequences polyAAO et polyAAI de I'gtape 1, peuvent etre des 
fonctions amine ou acide carboxylique. On pent envisager de 
realiser la polymerisation conduisant au(x) bloc(s) PAG et/ou 
au(x) sequence (s) hydrophile (s) PolyAAI et/ou au(x) sequence (s) 
hydrophobe ( s ) PolyAAO avant, pendant ou apr&s la formation de 
3 0 la liaison PAG-PolyAAI et/ou PAG-PolyAAO et/ou PolyAAI - PolyAAO . 

Toutes ces variantes sont k la port#e de I'homme de I'art. 



35 



De preference, dans l-etape l : 

1.1) on realise une copolymgrisation de monomeres formes 
par des anhydrides de N-CarboxyAminoacides (NCA) d'au 
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moins deux types differents, d'une part, des NCA-pAAI 
(•«pAAI » deaignant un. prgcuraeur d'AAI) et, d' autre 
part, des NCA-AAO en prSsence : 

- d'au moins un solvant polaire, de preference choisi 
5 dans le groups coraprenant : la N-MethylPyrrolidone 

(NMP) , le DiMethylFormamide (DMF) , le 

DiMethylsulfOxyde (DMSO) , le DiMethylAcetamide 
(DMAc) , la pyrrol idone ; la NMP etant plus 
particulierement preferee ; 

10 - et eventuellement d'au moins un co-solvant 

selectionne parmi les solvants aprotiques (de 
prgfSrence le dioxanne-1, 4) et/ou les solvants 
protiques (de prSfSrence la pyrrolidone) et/ou 
I'eau et/ou les alcools, le methanol etant 

15 particulierement prefer^ ; 

- on transforme les motifs rScurrents pAAI du 
copolymSre precurseur PAA des particules, en motifs 
recurrents AAI, en mettant en ceuvre une hydrolyse, 
de pr^fSrence acide, pour laquelle on ajoute au 

20 milieu organique susd6crit une phase aqueuse 

acide ; 

1.2) on met en cEuvre ou on prepare par polymerisation de 
monomeres alkylene-glycol (de preference ethylene ou 
propylene-glycol) au moins un bloc polymere PAG de 

25 poly-alkylene-glycol (de preference de PEG ou PPG) ; 

ce bloc PAG etant f onctionnalis^ (avantageusement 
seulement S. I'une de ses extrimites) par un 
groupement reactif, de preference choisi dans le 
groupe conrprenant les amines (en particulier les 

30 amines primaires ou secondaires) , les alcools ou les 

thiols, les acides carboxyliques activ^es (par 
reaction pr^alable avec du dicyclohexylcarbodiimide, 
carbonyldiimidazole ou autre reactif connu a I'homme 
du metier) ; 
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1.3) on ajoute le PAG f onctionnalisg de I'Stape 2 au 
milieu de polym6risation des sequences hydrophiles 
polyAAI et hydrophobes polyAAO, avant, pendant ou 
aprSs la polymerisation. 

5 

L'etape 1.1 du precede s' inspire des techniques connues de 
polymerisation d' anhydrides de N-carboxy- (a-aminoacides (NCA) , 
decrites, par exemple, dans 1' article « Biopolymers, 15, 1869 
(1976) » et dans I'ouvrage de H.R. KRICHELDORF « a-Arainoacid-N- 
10 carboxy-Anhydride and Related Heterocycles » Springer Verlag 
(1987) . 

Suivant une variante, lors de l'etape 1,1, on precipite - 
de preference dans I'eau- le copolym^re poly (AAO) -poly (AAI) 
obtenu et on recueille ce prScipit^. Cette variante correspond 

15 a un mode discontinu de preparation de particules, dans lequel 
on isole le copolymdre poly (AAO) -poly (AAI) sous forme de 
pricipite formant un produit interraSdiaire stable. Ce pricipite 
peut §tre, par exemple, filtr^, lavS et seche. 

De manidre plus pref^r^e encore, les NCA-pAAI sont des NCA 

20 d'acide glutamique ou aspartique 0-alkyie, par exemple des NCA- 
Glu-O-Me, NCA-Glu-O-Et ou NCA-Glu-O-Bz (Me = methyle - Et = 
ethyle) . 

Plus generalement, la preparation des particules peut 
s'operer e.g. par addition d'un non-solvant de la fraction 

25 hydrophobe & une solution du copolymere amphiphile dissous dans 
un solvant, avantageusement suite a la synthase du terpolymdre. 
L 'addition de la solution du terpolymere k un non-solvant de la 
fraction hydrophobe constitue une variante de ce procgdd. 
L' operation consiste pr^f ^rentiellement i diminuer la 

30 solubiliti de la fraction hydrophobe pour qu'elle s'agrgge, et 
ce faisant, a former des PV. L'homme de I'art est en mesure de 
trouver d'autres moyens pour diminuer la solubility de la 
fraction hydrophobe du polymSre, en modifiant, par exemple, la 
temperature, la nature du solvant (s) et du non solvant, ou en 

35 combinant differentes techniques. 
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Par exeraple, lors de cette preparation de suspension 
colloidale, les copolymeres amphiphiles PAG-poly (AAI) -poly (AAO) 
de I'^tape 1 sont places dans un milieu aqueux dans lequel au 
moins une partie des PAG est soluble et au moins une partie des 
5 AAO est insoluble. Les copolymeres PAG-polyAAI -polyAAO existent 
sous forme de nanoparticules dans ce milieu aqueux. 

Une alternative pour preparer la suspension de PV selon 
1' invention consiste a mettre en presence le solide 
pulverulent, tel que decrit ci-dessus en tant que produit et 
10 par son precede d'obtention, avec un milieu aqueux, et en 
particulier avec de I'eau, non-solvant de la fraction 
hydrophobe du copolymere amphiphile. 

Ainsi, les PV peuvent etre obtenues dans I'eau en absence de 
tout solvant ou de tensioactif . 

15 De preference, le ou les bloc(s) PAG f onctiomialise (s) est 

(sont) introduit(s) avant et/ou au debut de la polymerisation, 
qui se dSroule de preference k une temperature comprise entre 
20 et 120''C a pression atmospherique normale. 

Avantageusement, les PAG de I'etape 1.2 sont des produits 

20 commerciaux disponibles (PEG e.g.), ou bien encore sont obtenus 
de maniere connue en soi par polymerisation d'oxyde d' ethylene. 

D'autres parametres, comme la concentration en polymSre, 
la temperature du melange reactionnel, le mode d'ajout du 
polyraere hydrophile, I'emploi de pression reduite, la duree de 

25 la reaction, etc... sont ajustes selon les effets desires et bien 
connus de 1 ' horame de 1 ' art . 

La description des caracteristiques des polymeres, faite 
supra dans le cadre de la presentation dee particules, peut 
itre integralement transposee dans le present expose relatif au 

30 precede. C'est ainsi que, conformement au precede selon 
1' invention, on peut choisir la nature et la quantite des 
aminoacides recurrents, ainsi que les conditions operatoires, 
de manigre a obtenir differents types de polym§res ayant les 
caracteristiques susvisees . 
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Pour effectuer 1' association (gtape 3) d'un ou plusieurs 
PA aux particules, 11 est possible de mettre en oeuvre plusieurs 
mithodes conformiraent S. 1' invention. Des exeirples, non 
limitatifs, de ces methodes sont enumer^s ci-apr^s. 
5 Selon une premiere raSthode, on effectue 1' association de 

PA aux particules par raise en presence d'une phase liquide 
(aqueuse ou non) contenant le PA avec la suspension colloidale 
de particules. 

Selon une deuxidme mithode, on effectue 1 ' association du 

10 PA aux particules par raise en presence d'un PA k I'etat solide 
avec la suspension colloidale de particules. Le PA solide peut 
etre, par exemple, sous forme de lyophilisat, de precipiti, de 
poudre ou autre. 

Selon une troisieme methode, on met en presence le solide 

15 pulverulent (PAA) , tel que decrit supra en tant que produit et 
par ses caract^ristiques d'obtention, avec une phase liquide 
(aqueuse ou non) contenant le PA. 

Selon une quatri^me mithode, on met en presence le solide 
■pulverulent, tel que decrit supra en tant que produit et par 

20 ses caracteristicjues d'obtention, avec le PA sous forme solide. 
On disperse ensuite ce melange de solides, dans une phase 
liquide, de preference une solution aqueuse. 

Dans toutes ces methodes, le PA utilise peut etre sous 
forme pure ou preformulee. 

25 La preparation des PV est avantageusement suivie d'une 

etape de purification, impliquant des techniques connues a 
I'homme du metier. Apres cette etape facultative de 
purification, on dispose d'une suspension colloidale de PV que 
I'on peut utiliser directement, ou qu'il est envisageable 

30 d'isoler ou de recueillir par tout moyen physique connu en soi 
et approprie, comme par exemple : par filtration, par 
concentration, par ultrafiltration, par separation par gradient 
de densite, par centrifugation, par precipitation, 
iventuellement par ajout de sel, ou bien encore par 

35 lyophilisation. 



wo 02/078677 



PCT/FR02/01045 



Conformement a I'etape facultative 5, on ^limine les 
impuretes (sels) ainsi que le solvant, par tout traitement de 
separation physique approprig, par exemple par diaf iltration 
(dialyse) (Stape 4) , filtration, modification pH, 
5 chromatographie, la distillation. De telles m§thodes permettent 
d'^liminer les sels ou les solvants indesirables . 

Pour concentrer {etape 6) ou pour separer (etape 7) les 
particules structurees obtenues,de leur milieu liguide de 
suspension, on elimine, eventuellement, la phase aqueuse, par 

10 exemple par distillation par sechage (e.g. a I'etuve), par 
lyophilisation ou tout autre moyen physique convenable : 
ultrafiltration, centrif ugation. On recupere, k 1' issue de 
cette etape 7, un solide pulverulent, de couleur blanche. 

Corapte tenu de la taille nanom6trique des particules, la 

15 suspension peut etre filtree sur des filtres de sterilisation, 
ce qui permet d'obtenir, aisement et a moindre cout, des 
liquides medicamenteux injectables st6riles. Le fait de 
pouvoir, grace a 1' invention, contr61er la taille des 
particules et atteindre des valeurs de diamitre hydrodynamique 

20 (Dh) entre 25 et 100 nm, est un. atout important. 

La pr^sente invention vise, ggalement, de nouveaux 
produits intermediaires du precede decrit ci-dessus, 
caracterises en ce qu' ils sont constitues par des copolymeres 
PAG-polyAAI-polyAAO precurseurs de particules. 

2 5 Selon un autre de ses aspects, 1' invention concerne une 

suspension et/ou un solide pulverulent, tels que definis ci- 
dessus et/ou tels qu'obtenus par le precede presente supra, 
cette suspension et ce solide coraprenant au moins un principe 
actif, choisi, de preference, parmi : 

30 • les vaccins pris a eux seuls ou associes i au moins un 

ant i gene; 

• les proteines et/ou les peptides, parmi lesquels les 
plus prefSrentiellement retenus sont : les 
hemoglobines , les cytochromes, les albumines, les 
35 interferons, les antig^nes, les anticorps. 
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I'^rythropoietine, I'insuline, les hormones de 
croissance, les facteurs VIII et IX, les interleukines 
ou leurs melanges, les facteurs stimulants de 
I'hematopoiise ; 

5 • les polysaccharides, I'heparine gtant plus 

particulierement selectionn^e ; 

• les acides nucleiques et, pref erablement , les 
oligonucleotides d'ARN et/ou d'ADN ; 

• des molecules non peptide -proteiques appartenant a 
10 diverses classes de chimioth^rapie anticancereuses et, 

en particulier, les anthracyc lines et les taxoides ; 

• et leurs melanges . 

Enfin, 1' invention concerne une sp6cialit6 pharmaceutique, 
15 nutritionnelle, phytosanitaire ou cosraetique, caractSris^e en 
ce qu'elle comporte une suspension et/ou du solide pulverulent 
charge (s) en PA et tels que dgfinis ci-dessus. 

Selon un autre de ses objets, 1' invention vise, egalement, 
1' utilisation de ces PV (en suspension ou sous forme solide) 
20 chargges en PA, pour la fabrication de medicaments du type 
systdmes a liberation controlee de PA. 

II peut s'agir, par exemple de ceux administrables, de 
pr^f^rence par voie orale, nasale, vaginale, oculaire, sous- 
cutanee, intraveineuse, intramusculaire, intradermique , 
2 5 intrap^ritoniale, ou intracerebrale . 

Les applications cosmetiques envisageables sont, par 
exemple, les compositions comprenant un PA associ4 aux PV selon 
1' invention et applicables par voie transdermique . 
30 Les exemples qui suivent et qui concernent le PA 

hydrophile forme par I'insuline permettront de mieux comprendre 
1' invention dans ses differents aspects 

produit/proc§de/application. Ces exemples illustrent la 
preparation de particules de polyaminoacides charges ou non en 
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PA, de Tn§me qu'ils prisentent les caracteristiques de structure 
et les propri€tes de ces particules. 

LEGENDES DES FIGURES 

5 Pig 1 - Schema d'une particule de vectoriaation du type de 
celles adsorbant le PA. 

Pig 2 - Schema d'une particule de vectorisation du type de 
celles encapsulant le PA. 

Pig 3 - Evolution de la glycemie G (moyenne en % basal) apres 
10 injection d'une formulation de PV (exeitrple 5) chargee en 
insuline a raison de 0,6 Ul/kg, en fonction du temps t (en 
heures) . 

Fig 4 - Photographie de PV (exemple 2) au microscope 
electronique ^ transmission. 

15 Fig 5 - Evolution de la glycemie (moyenne en % basal) et de 
I'insulinemie moyenne I (en mU/1) chez des chiens, en fonction 
du temps t (en heures) , aprds injection d'une formulation de PV 
(exemple 6) chargee en insuline a raison de 0,6 Ul/kg. 
Fig 6 - Evolution de la glycemie G (moyenne en % basal) et de 

20 1 ' insulinSmie moyenne I (en mU/1) chez des chiens, en fonction 
du temps t (en heures), apres injection d'une formulation de PV 
(exemple 9) chargee en insuline §. raison de 0,6 Ul/kg. 

25 EXEMPLE S 

Exemple 1 : Preparation du poly (leucine) 12-bloc- 
poly (glutamate) 35- (polyethyleneglycol) 113 . 

30 Les techniques utilis^es, pour la polymerisation des NCA en 
polymSres de structures en blocs ou statistiques sont connuea 
de I'homme de I'art et sont detaill^es dans I'ouvrage de H, R. 
KRICHELDORP « a-aminoacides-N-Carboxy Anhydrides and Related 
Heterocycles », Springer Verlag (1987) . La synthase suivante 

35 precise la synthese de I'un d'entre eux. 
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4,96 g de aminoethyl-PEG (masse molaire 5000; Degre de 
Polymerisation (DP) 113) sont solubilis^s dans 120 ml de NMP & 
40°C. On y ajoute 1.4ral MeOH puis, 6.4 g de NCA-GluOMe en une 
fois. Apres l/2h, 1.8 g de NCA-Leu sont ajoute est la reaction 
5 ee poursuit pendant 2h. Ensuite, on ajoute au milieu 
reactionnel de I'acide chlorhydrique dilue et on chauffe a 80°C 
pendant 24h. A 50 °C, le milieu est neutralise avec de la soude 
6N. On dialyse cet intermediaire contre de I'eau pour eliminer 
les residues solubles de faible taille (solvant, sels) . La 
10 solution purifiee est lyophilisee pour donner une poudre 
blanche. Rendement 80%. 



15 Example 2 : Preparation du poly (leucine) 12 -bloc - 

poly (glutainate) 18 - (polyethyl^neglycol) 17 

2,01 g de aminoethyl-PEG (masse molaire 750; DP 17) sont 
solubilisis dans 45 ml de NMP a 40°C. On y ajoute 1.5ml MeOH 

20 puis, 9 g de NCA-GluOMe en une fois. Aprds l/2h, 5 g de NCA-Leu 
sont ajoute est la reaction se poursuit pendant 2h. Ensuite, on 
ajoute au milieu reactionnel de I'acide chlorhydrique dilu§ et 
on chauffe a 80 °C pendant 24h. A 50°C, le milieu est neutralist 
avec de la soude 6N. On dialyse cet intermediaire contre de 

25 I'eau pour eliminer les residus solubles de faible taille 
(solvant, sels) . La solution purifiee est lyophilisee pour 
donner une poudre blanche. Rendement 80%. 

Example 3: Mise en evidence des nanoparticules par 

30 Diffusion de la Lumiere (DDL) et par Microscopie Electronigue 3 
Transmission (TEM) . 

10 mg du copolymere obtenu a I'exemple 1 ou 2 sont suspendus dans 
10 ml d'eau ou une solution aqueuse de sel. Cette solution est 
35 ensuite introduite dans un granulometre Coulter (ou 
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diffractom^tre laser) . Les resultats de 1' analyse de la 
granulom^trie des diffgrents produits testes sont pr6sentes dans 
le tableau 1 suivant. 

Tableau 1 - Mesures de la taille des PV 



5 



1 Example 


Polymere 


Taille (nm) 


1 


PEG113- (Glu) 35- (Leu) 12 


80 


2 


PEG17- (Glu) (Leu) 12 


41 



On photographie par ailleurs au microscope glectronique el 
transmission (Fig. 4 ci-jointe) , les particules de vectorisation 
PV preparSes dans le present exemple par mise en suspension du 
10 copolymgre araphiphile de 1' exemple 2 dans I'eau. 

Exemple 4 : Test d' association des nanoparticules avec une 

proteine (I'insuline). 

15 A partir d'une solution tampon phosphate isotonique de pH 7,4, 
on prepare une solution d'insuline humaine titrie a 1,4 mg/ml 
correspcndant k 40 Ul/ml. Dans 1 ml de cette solution 
d'insuline, on disperse 10 mg du copolymdre amphiphile selon 
1' exemple 1 ou 2. Apr^s 15 heures d' incubation & temperature 

20 ambiante, I'insuline associ^e aux particules de vectorisation 
PV et I'insuline libre sent separ^es par centrifugation (60 000 
g, 1 heure) et ultrafiltration (seuil de filtration 300 000 D) . 
L'insuline libre recuperee dans le filtrat est dosee par 
Chroraatographie Liquide Haute Performance ou par ELISA et I'on 

25 en deduit par difference la quantite d'insuline associee. 

Le tableau 2 suivant rasserable les resultats des mesures de 
taux d' association effectuees sur diffirents PV. Le taux 
d' association exprime le pourcentage d'insuline associee par 
rapport t I'insuline engagie dans une preparation titr^e a 

30 1.4mg/ml d'insuline et 10 mg/ml de PV. Cette valeur est 
transformie en un taux de chargement qui exprime la quantite 
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inaximale en mg d'insuline que peuvent s'associer avec 100 mg de 
PV. 

Tableau 2 - Mesures du taux d'association avec I'insuline pour 
5 un melange 0 . 14 mg INSULINE/mg PV 



Exemple 


Polymire 


Taux max. de 
chargement 
mg/lOOmg PV 


1 


PEG113- (Glu) 35- (Leu) 12 


— tH 


2 


PEGi7-(Glu) (Leu) 12 





Exemple 5 : Pharmacocinetique et pharmacodynamie des PV- 

10 charges avec I'insuline chez le chien sain a jeun. 

La suspension de PV chargee en insuline preparee a 1' exemple 4. 
a ete injectee a deux chiens, rendus diabetiques par 
pancrSatectomie totale, et a jeun de la veille au soir. 

15 L' administration a 11 heures du matin par voie sous cutanee 
thoracique de la preparation a et^ faite k la posologie de 
0,5 Ul/kg d'insuline par Kg de poids vif de 1' animal. Le volume 
administrS est compris entre 0,18 et 0,24 ml. Au temps -4, -2, 
0, 1, 2, 4, 6, 8, 12, 16, 20, 24, 28, 32, 36, 40, 44 et 48 

20 heures, 1 ml de sang sont pr^levSs par ponction jugulaire sous 
vide sur tube h^parinate de sodium. 30 jUl de sang total sont 
utilises extemporanement pour mesure de la glyc§mie. Le tube 
est ensuite centrifuge, decante et le plasma stocke a -20° C 
pour dosage de I'insuline. Les resultats presentes dans la 

25 figure 3 ci-apres montrent un effet hypoglycemiant important 
(sur les deux animaux) qui se prolonge au moins jusqu'i 24 
heures apr^s 1' injection. 
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Tableau 3 - Mesures du temps d' action de I'insuline (effet 
hypoglycemiant) en presence de PV selon 1' invention 



Example 


Polymdre 


Temps de retour au 
niveau basal de la 
glycemie (en heures) 






Insulins soluble (sans PV) 


1 




1 


PEG113- (Glu) 35- (Leu) 11^2 






2 


PBG17- (Glu) 12 


> 30 


Figure 3 



5 Get exemple dimontre la non d^naturation de I'insuline en 
presence de PV selon 1' invention. 

De plus, cet exemple permet de mettre en Evidence 
1 ' augmentation & plus de 3 Oh de la duree d' action de I'insuline 
par rapport i I'insuline non formulee, et done, I'utilite des 
10 PV en tant que systdme retard pour la liberation contrSlee de 
I'insuline. Elle montre ggalement comment il est possible de 
maitriser la duree d' action par le choix judicieux du 
groupement hydrophobe. 

15 

Exemple 6 comparatif : Preparation du polymere - poly (leucine) 40- 
bloc- (polyethylSneglycol) 113 . 

Synthase de la poly (Leu) 40-PEG: 10 g de NCA-Leu sont solubilisSs 
20 dans 150 ml de NMP t 60°C. 5 ml d'une solution de 2 g de 
aminoethyl-PEG (Mw 5000) dans 50 ml de NMP sont ajoutes au 
raonomdre en une fois. Apr^s 2 h, on vers le milieu reactionnel 
dans IL d'eau. Le precipitat forme est filtre, lav^ et sech^. 
Rendement >95%. 

25 Le precipitat est dissout dans 100ml d'acide trif luoroacetigue, 
puis on y ajoute 40 ml d'eau sur une periode d'une heure. La 
suspension est ensuite neutralist §. I'aide de la sonde, dialyse 
contre de 1 ' eau pour eliminer les sels ainsi formes, et 
lyophilise pour obtenir un produit solide. 

30 
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Exemple 7 ccMmparatif : Phannacocinetique et pharmacodynamie 
des PV-associes avec I'insuline chez le chlen sain a jeun. 

Les PV de 1' exemple 6 sont formulies puis injectees dans des 
5 animaux selon le protocole donn^ a 1' exemple 5. Les r^sultats 
prisentSs dans la figure 5 ci-apr^s, montrent un effet 
hypoglycemiant (sur les deux animaux) et qui se prolonge 
jusqu'§. 20 heures apres 1' injection. 

10 

Exemple 8 : camparatif de stabilite de la formulation 

Les PV de 1' exemple 6, PEG-Leuas sent formul^es selon 1' exemple 
7. La formulation, apres un repos de 1 mois & +4°C, forme un 
15 depSt de precipitat, qui ne se dissout pas k 35 °C, montrant 
1 ' instability de cette formulation de PV. 

Les PV de 1' exemple 1 (poly (leucine) 12-bloc-poly(glutamate) 35 - 
poly (4thyl§neglycol-) 113 sont formul^es selon 1' exemple 7. La 
formulation, apr^s un repos de 1 mois k +4°C, reste 
20 transparente et ne forme pas de depot de precipitat, montrant 
la stabilite de cette formulation de PV et done I'avantage d'un 
polymere tribloc PEG-polyAAI-polyAAO par rapport au copolymere 
dibloc PEG-polyAAO. 

25 

Exemple 9 comparatif: Preparation du polymere - poly (leucine) 12- 
bloc- (glutamate de sodium) 35 et son analyse pharmacodynamique. 

Le polymere est rSalisg selon 1' exemple 1 avec la modification 
30 suivant, 1 'aminoethyl-PEG de Mw = 5000 et de DP = 113 est 
remplace par une quantite iquivalente en moles d ' ammoniaque . 
Les PV sont isolSes, formul^es et injectees selon les exemples 
precedents (exemples 2 et 5) a raison de 50mg de PV pour lOOUI 
d'insuline. Les rSsultats presentes dans la figure 6 ci-apres 
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montrent un effet hypoglycemiant (sur les deux animaux) et qui 
se prolonge jusqu'S. 20 heures apr^s 1' injection. 



5 

Commenbaires : 

tableau 4 comparatif des durees d' action in vivo de I'insuline 
nue, de I'insuline associee & des systemes de vectorisation de 
10 I'art anterieur {examples cotnp 6 et 8) et de i'insuline 

associee aux particules de vectorisation selon 1' invention 
{exemple 2) 



Exemple 


Polymere ^ 


Temps de 
retour au 
niveau basal 
de la glycemie 
(h) 






INSULINE SOLUBLE (SANS PV) 


1 




2 


PEGiv- (Glu) (Leu) 12 


> 30 


Figure 3 


6 comp 


PEG113-LEU40 


20 


Figure 5 


8 comp 


(Glu) 35- (Leu) 12 


20 


Figure 6 



II ressort de ce tableau que le syst^me selon 1' invention 
(exemple 2) possSde une duree d' action in vivo largement 
superieure ( + de 3 Oh centre 2 Oh) a celles des systdmes de 
20 I'art anterieur (WO 96/29991): exeraples 6 et 8. 
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REVKHDICATIOHS 

1- Suspension colloidale de particules sttbmicroniques 
susceptibles d'itre utilisSes, notamment pour la vectorisation 
de principe{s) actif{s) (PA), ces particules €tant des 
arrangements supramoleculaires individualises, 

caract^risie en ce que ces particules: 

• sent Sl base d'au raoins un copolymdre amphiphile 
comprenant : 

au moins un bloc de polyTnere(s) hydrophile (s) du type 
polyalkyleneglycol (PAG) , de preference polyethylene- 
glycol (PEG) ; 

^ et au moins un copolyaminoacide (s) (PAA) amphiphile 
lin^aire(s), S enchainements a-peptidiques; 

• et sont aptes a s'associer en suspension colloidale B. 
l'§tat non dissous, avec au moins un PA et k liberer 
celui-ci, notamment in vivo, de maniSre prolongee et/ou 
retardie . 

2- Suspension selon la revendication 1, caracteris^e en ce 
que les AminoAcides du (ou des) copolyaminoacide (s) (PAA) 
amphiphile (s) composant les particules sont d'au mains deux 
types : 

• un premier type comprenant au moins un ArainoAcide 
hydrophile (AAI) , de pr^firence s61ectionn§ (s) dans le groupe 

comprenant : 

> les AminoAcides & chaine(s) ionisable (s) , au moins 
partiellement ionises, de preference Glu et/ou Asp et 
leurs sels et/ou Lys; 

> et leurs melanges. 

• un deuxieme type comprenant au raoins un AminoAcide 
hydrophobe (AAO) , de preference selectionne (s) dans le groupe 
comprenant : 
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> 



les acides amines neutres naturels, avantageusement 
ceux du sous-groupe : Leu, He, Val, Ala, Pro, Phe, et 
leurs melanges ; 



> 



des acides amines neutres, rares ou synthetiques , 
avantageusement ceux du sous-groupe : norleucine, 
norvaline et leurs melanges; 



5 



> 



des derivis des acides amines polaires avantageusement 
ceux du sous-groupe : glutaraate de m^thyle, glutamate 
d'ethyle, aspartate dp benzyle, N-ac§tyllysine et 
leurs melanges; 



10 



et leurs melanges. 



3- Suspension selon la revendication 1 ou 2, caractirisee 
en ce que le copolyaminoacide (s) (PAA) amphiphile (s) composant 

15 les particules coraporte au moins un sequence globalement 
hydrophile et au moins une sequence globalement hydrophobe. 

4- Suspension selon I'une quelconque des revendications 1 
a 3, caracteris^e en ce que le copolyaminoacide (s) (PAA) 

20 amphiphile (s) composant les particules prisente une structure 
"statistique" . 

5- Suspension selon I'une quelconque des revendications 1 
a 3, caracterisee en ce que le copolyaminoacide (s) (PAA.) 

25 amphiphile (s) composant les particules presente une structure 



6- Suspension selon la revendication 5, caracterisee en ce 
que le PAA amphiphile "bloc" comporte avantageusement: 



"bloc" . 



30 



au moins une sequence globalement hydrophile 
essentiellement constituee d ' aminoacides AAI, 
et ayant une longueur absolue supirieure ou 
Sgale S. 5 monomdres AAI, de preference 
superieure ou egale i 200 monomgres AAI, et 
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plus pref erentiellement encore comprise entre 
10 et 50 monomdres AAI ; 
o et au raoins une sequence globalement hydrophobe 
essentiellement constitute d' arainoacides AAO, 
ayant une longueur absolue superieure ou egale 
a 5 monomeres AAO, de preference superieure ou 
egale a 10 monomeres AAO, et plus 
pref grentiellement comprise entre 10 et 50 
monomeres AAO. 

7-. Suspension selon I'une quelconque des revendications 1 
t 6, caracterisee en ce que le PAG hydrophile - de priftrence 
le PEG -, se prSsente sous la forme d'un bloc dont la longueur 
absolue est superieure ou egale a 5 monomeres, de preference 
comprise entre 5 et 120 monomeres, et plus pref erentiellement 
encore comprise entre 5 et 50 monomeres. 



8- Suspension selon I'une quelconque des revendications 1 
IL 3 et 5 a 7, caract6ris6e en ce que les particules sont 
constitutes de chaines de copolymeres "triblocs lintaires" 
PEG/AAI/aao, correspondant de preference a la formule suivante: 

Rl (OCH2CH2)nn R2 (C0-CHNR4)n (C0-CHNR6)y — R7 



T 

R3 



R5 



dans laquelle : 

«♦ Rl = H, alkyle lineaire ou branche en C1-C20 
(substitue ou non) , aryle de preference benzyle 
(substitut ou non) ; 

R2 = NH, CO-NH, ' CS-NH, R8-(CH2)t-R9 avec R8, R9 
choisi indtpendamment parmi = OCO, OCONH, NHCO, 
NHCONH, CONH, COO, NH, CO; t = 1-6, [NHCH (Rl) CO-] x; 
<^ R3 = radicaux identiques ou difftrents le long de 
la chaine et choisis parmi les groupements 
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dSfinissant des aminoacides hydrophiles, ionisables 
(naturels ou d^rivSs synthetiques) a savoir de 
preference les groupements (CH2)pC6H40M, (CHajpCOaM, 
(CH2)pN(HcRld)3X avec p ^ 1, de prSf^rence = 1 ou 2; 
5 a et b sont des valeurs comprise entre 0 et 3 et 

a+b = 3 ; X gtant de prSference un anion chlorure, 
bromure, sulfate, nitrate, hydrogeno-phosphate, 
acetate, lactate ; 
4 R4 = radicaux identiques ou differents le long de 
10 la chaine et choisis parmi les groupements H, Me ; 

R5 = radicaux identiques ou differents le long de 
la chaine et choisis parmi les groupements 
difinissant des aminoacides hydrophobes (naturels 
ou dirives synthetiques)!. savoir de preference les 
15 & savoir de preference les groupements H, Rl, 

(CH2)qC6Hs, (CHa),! C6H4ORI, (CHz), ORl, (CH2)g CO2RI, 
(CH2)qCON(Rl)2,avec q > 1, de preference = 1 ou 2 ; 
4 R6 = R4 ; 

4 R7 = H, RICO avec Rl tel que definl supra, alkyle 
20 lineaire ou branche en C1-C20 (substitue ou non) , 

aryle de preference benzyle (substitue ou non) , 
hydroxyalkyle en Ci-Cg , H, - (CH2)wOH, -(CHJ^COzM, - 
(CH2)„(CHR1)20H, -(CH2)„NH2, - ( CH2) yCsH40H, (CH2)yC0- 
N(R1)2; RIO = H, Me, (CH2)vOH, avec w, z et v > 1 et 
25 M = metal ou cation, typiquement un metal alcalin 

comme Na, Li, K, ou NH4, R1NH3 ; 
m>l; n>3.; ySSO. 



9- Suspension selon I'une quelconque des revendications 1 
30 k 8, caracterisee en ce que les particules de vectorisation 
(PV) ont une taille moyenne comprise entre 10 a 500 nm, de 
preference entre 10 et 200 nm. 
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10- Suspension selon I'une quelconque des revendications 1 
a 9, caract^risie en ce que les particules de vectorisation 
(PV) comprennent au moins un principe actif . 

5 11- Suspension selon I'une quelconque des revendications 1 

& 10, caracterisee en ce qu'elle est aqueuse et stable. 

12- Solide pulverulent, caract^ris^ en ce qu' il est obtenu 
a partir de la suspension selon I'une quelconque des 

10 revendications 1 a 11. 

13- Proc§d§ de preparation d'un solide pulverulent obtenu 
a partir de la suspension selon I'une quelconque des 
revendications 1 & 3 et 5 & 11, 

15 caracteris4 en ce que : 

1) on fait r^agir au moins un bloc PAG comprenant au 
moins un monom&re alkylSne-glycol, avec au moins une 
sequence hydrophile de PAA comprenant au moins un 
monomere aminoacide AAI hydrophile et avec au moins 

20 une sequence hydrophobe de PAA. comprenant au moins un 

monomere aminoacide AAO hydrophobe, ce bloc de PAG et 
ces sequences comprenant chacun au moins une fonction 
reactive de fagon a obtenir un copolymere araphiphile 
"bloc" PAG/polyAAI/polyAAO ; 

25 2) on transfere le . copolymere amphiphile bloc 

PAG/polyAAI/polyAAO obtenu k 1 ' itape 1, dans un milieu 
non-solvant de la (des) fraction (s) hydrophobe ( s ) du 
copolymere amphiphile - de pr6f#rence dans I'eau -, ce 
qui conduit i la formation spontanee de particules de 

30 vectorisation de PA ; 

3) gventuellement on dialyse le milieu rSactionnel pour 
purifier la suspension aqueuse de particules 
structurees; 

4) eventuellement on concentre cette suspension de 
35 I'etape 3; 
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5) eventuellement on associe au moins un principe actif 
PA avec les particules de I'Stape 2, 3 ou 4 ; 

6) on ^limine le milieu liquids pour recueillir le solide 
pulverulent comprenant les particules charg^es ou non. 

5 

14- Proc§d6 de preparation de la suspension selon I'une 
quelconque des revendications 1 ^ 11, caractSrise en ce que 
I'on met en presence d'un milieu aqueux non-solvant de la 
fraction hydrophobe du copolyraSre amphiphile, le solide 

10 pulverulent selon la revendication 12 et/ou le solide 
pulverulent obtenu par le proc^de selon la revendication 13 . 

15- Precede de preparation de la suspension selon I'une 
quelconque des revendications 1 & 11, caract^rise en ce qu'il 

15 comprend les itapes 1,2,3,4 et Eventuellement 5 du proc^de 
selon la revendication 13. 

16- Precede de preparation de la suspension selon la 
revendication 10, caracteris§ en ce que I'on effectue 

20 1' association du PA aux particules, par mise en presence d'une 
phase liquide contenant ledit PA hydrophile avec la suspension 
colloidale de particules. 

17- Precede de preparation de la suspension selon la 
25 revendication 11, caracterise en ce que I'on effectue 

1' association du PA aux particules par mise en presence dudit 
PA a I'etat solide avec la suspension colloidale de particules. 

18- Precede de preparation de la suspension selon I'une 
30 quelconque des revendications 1 i 11, caracterise en ce que 

I'on met en presence le solide pulverulent selon la 
revendication 12 et/ou le solide pulverulent obtenu par le 
precede selon la revendication 13, avec une phase liquide 
contenant le PA. 

35 
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19- Precede de preparation de la suspension selon I'une 
quelconque des revendi cat ions 1 a 11, caracteris^ en ce que 
I'on met en presence le solide pulverulent selon la 
revendication 12 et/ou le solide pulverulent obtenu par le 

5 precede selon la revendication 13, avec le PA sous forme solide 
et en ce que I'on disperse ce melange de solides dans une phase 
liquide, de preference une solution aqueuse. 

20- Produits intermediaires du precede selon la 
10 revendication 13, caracterises en ce qu'ils sont constitues par 

des copolymeres amphiphiles PAA du genre "bloc" 
PAG/polyAAI/polyAAO, de preference PEG/polyGlu ou Asp/polyAANO, 
precurseurs de particules. 



21- Suspension selon I'une quelconque des revendications 1 
a 11 et/ou obtenue par le precede selon la revendication 13 
et/ou solide pulverulent selon la revendication 12 coraprenant 
un moins un principe actif choisi, de preference, parmi : 

o les vaccins pris k eux seuls ou associes i au moins 
un antigene; 

o les proteines et/ou les peptides, parmi lesquels les 
plus pref erentielleraent retenus sont : les 
hemoglobines, les cytochromes, les albumines, les 
interferons, les antigenes, les anticorps, 
1' erythropoietine, I'insuline, les hormones de 
croissance, les facteurs VIII et IX, les 
interleukines ou leurs melanges, les facteurs 
stimulants de 1 ' hematopoidse ; 

o les polysaccharides, I'heparine etant plus 
particuliSrement seiectionnee ; 

o les acides nucieiques et, pref erablement , les 
oligonucleotides d'ARN et/ou d'ADN ; 

o des molecules non peptido-proteiques appartenant a 
diverses classes de chimiotherapie anti-cancereuses 



wo 02/078677 



PCT/FR02/01045 



39 

et, en particulier, les anthracyclines et les 
taxoides ; 
o et leurs melanges. 

5 22- Sp§cialiti pharmaceutigue, nutritiormelle, 

phytosanitaire ou cosm^tique, caracteris^e en ce qu'elle 
comporte une suspension selon I'une quelconque des 
revendications 1 S 11 et/ou obtenue par le procidS selon la 
revendication 13 et/ou du solide pulvSrulent selon la 
10 revendication 12. 
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